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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Verfahren, Diagnose-Kit und Mikroarray zur Bestimmung des Rhesusfaktors 

© Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfah- 
ren, ein Diagnose-Kit, ein Mikroarray (z. B. DNS-Chip) so- 
wie deren Verwendung zur Bestimmung des Rhesus-Fak- 
tors eines Menschen, insbesondere eines menschlichen 
Fotus zur Verwendung beispielsweise im Bereich der Me- 
dizin, insbesondere in der Pranatal-Diagnose. 
Das erfindungsgemaBe Diagnose-Kit enthalt mindestens 
■ ein Paar Oligonukleotide (Reverseprimer, Forwardpri- 
1 mer), wobei die beiden Oligonukleotide des Paares als 
Primer zur Amplifikation mittels Polymerasekettenreakti- 
on jeweils eines der beiden komplementaren Strange ei- 
nes DNS-Abschnittes des menschlichen RhD-Gens geeig- 
net sind. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren, ein Diagnose-Kit, ein Mikroarray (z. B. DNS-Chip) 
sowie deren Verwendung zur Bestimmung des Rhesus-Faktors eines Menschen, insbesondere eines menschlichen Fotus. 
5 Derartige Verfahren und Diagnose-Kits werden im Bereich der Medizin, insbesondere in der Pranatal-Diagnose, verwen- 
det. 

[0002] Ziel derartiger Pranatal-Diagnosen ist es, den Rhesus-Faktor eines Menschen, insbesondere eines Fotus, zuver- 
lassig zu erfassen. 

[0003] Der Rhesus-Faktor besitzt groBe klinische Bedeutung, insbesondere fur hamolytische Krankheiten von Neuge- 
10 borenen, Unvertraglichkeitsreaktionen bei Transfusionen und bestimmten hamolytischen Autoimmunkrankheiten. Die 
Antigene des Rhesusfaktorsystems werden auf Polypeptiden exprimiert, die durch zwei stark homologe Gene RhD und 
RhCE exprimiert werden. Das RhD-Antigen legt fest, ob ein Mensch Rhesus-positiv oder Rhesus-negativ ist. Verschie- 
dene RhD-Varianten entstehen aufgrund von Genkonversion zwischen RhD- und RhCE oder durch Mutationen in dem 
RhD-Gen, die einen Aminosaurenaustausch bewirken. 
15 [0004] Nach dem Stand der Technik stehen fur die Bestimmung des Rhesus-Faktors serologische Verfahren zur Verfii- 
gung. 

[0005] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Diagnose-Kit, ein Mikroarray, ein Verfahren sowie Ver- 
wendungen hierfiir anzugeben, mit dem eine sichere und zuverlassige Bestimmung des Rhesus-Faktors eines Menschen 
moglich ist. 

20 [0006] Diese Aufgabe wird durch das Diagnose-Kit nach Anspruch 1, den Mikroarray nach Anspruch 21, das Verfah- 
ren nach Anspruch 24 sowie die Verwendung nach Anspruch 42 gelost. Vorteilhafte Weiterbildungen des erfindungsge- 
maBen Diagnose-Kits, des erfindungsgemafien Verfahrens und der erfindungsgemafien Verwendung sind in den jeweili- 
gen abhangigen Anspriichen gegeben. 

[0007] Das erfindungsgemaBe Diagnose-Kit enthalt mindestens ein Paar Oligonukleotide, die als Reversprimer und 
25 Forwardprimer bei der Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion erforderlich sind. Derartige Oligonukleotid- 
Paare werden auch bei dem erftndungsgemaBen Verfahren eingesetzt. Die Oligonukleotide dieses Paares sind dabei so 
ausgesucht, daB bei Einsatz dieser Oligonukleotide in einer Polymerase-Kettenreaktion ein DNS-Abschnitt einer 
menschlichen DNS amplifiziert wird, der Teil der DNS des menschlichen RhD-Genes ist. Erfolgt eine Amplifikation ei- 
nes DNS-Abschnittes bei einer derart durchgefuhrten Polymerase-Kettenreaktion, so kann einfach festgestellt werden, 
30 ob ein RhD-Gen in der untersuchten DNS-Substanz vorliegt oder nicht. Folglich laBt sich mit hoher Wahrscheinlichkeit 
feststellen, ob der Mensch Rhesus-positiv oder Rhesus-negativ ist. 

[0008] Vorteilhaft ist es, wenn zur Amplifikation sechs Oli-gonukleotid-Paare eingesetzt werden bzw. in dem Kit ent- 
halten sind, durch die bei Rhesus-positiven Individuen sechs Amplifikate gebildel werden, wahrend in Rhesus-negativen 
Individuen keines der Fragmente erzeugt wird. Das erfindungsgemaBe Kit und Verfahren erlaubt bei geeigneter Auswahl 
35 der Oligonukleotid-Paare weiterhin die Erfassung von Rhesus-Subtypen, die durch den Verlust eines oder mehrerer 
RhD-Exons zustande kommi (RhD/RhCE-Genkonversion dieser Bereiche) und sich serologisch durch eine schwachere 
Immunogenitat auszeichnen. 

[0009] Vorteilhafterweise werden bei den Verfahren eingesetzt bzw. enthalt der Kit also mehrere Paare Oligonukleo- 
tide, die beispielsweise jeweils einen Abschnitt aus verschiedenen Exons (Kodierteilbereiche) des RhD-Gens amplifizie- 
40 ren. So lassen sich auch verschiedene Untergruppen des Rhesusfaktors erfassen, indem mittels einer Multiplex-Polyme- 
rase-Kettenreaktion nicht nurdas Vorhandensein des RhD-Gens generell festgestellt wird, sondern auch mogliche Ande- 
rungen in einzelnen Exons dieses RhD-Gens. Vorteilhafterweise weisen die Oligonukleotide eines Paares jeweils eine 
der folgenden Sequenzpaare auf: 

TCGGTGCTGATCTCAGTGGA und ACTGATGACCATCCTCATGT 

45 bZW. 

CACATGAACATGATGCACA und CAAACTGGGTATCGTTGCTG 
bzw. 

GTGGATGTTCTGGCCAAGTT und CACCTTGCTGATCTTACC 
bzw. 

50 GTGGCTGGGCTGATCTACG und TGTCTAGTTTCTTACCGGCAAGT 
bzw. 

AGCTCCATCATGGGCTACAA und ATTGCCGGCTCCGACGGTATC 
bzw. 

AACAGGTTTGCTCCTAAATArT 
55 und 

AAACTTGGTCATCAAAATATTTAACCT 

[0010] Diese Oligonukleotidpaare fiihren im Falle des Vorhandenseins der entsprechenden Exons des RhD-Gens zur 
Amplifikation der Exons 3, 4, 5, 6, 7 bzw. des Exons 9 des RhD-Gens. Zur leichteren Unterscheidung der einzelnen Am- 
plifikationsprodukte kann jeweils ein Oligonukleotid eines Primerpaares mittels eines Fluorophors markiert sein, so daB 
60 eine Auswertung beispielsweise mittels ABI Genetic Analyzer™ der Firma PE Biosystems™ moglich ist. 

[00U] Vorteilhafterweise enthalt das Diagnose-Kit weiterhin die zur Durchfiihrung einer Polymerase-Kettenreaktion 
erforderlichen Substanzen, wie sie bereits von verschiedenen Herstellern angeboten werden. 

[0012] Die Bestimmung des Vorhandenseins bzw. der allelischen Variabilitat des RhD-Gens kann mittels eines Mikro- 
arrays, z. B. DNA-Chips, erfolgen, wobei die einzelnen Zellen des Chips Oligonukleotide aufweisen, die spezifisch mit 
65 bestimmten Abschnitten des RhD-Gens, beispielsweise der Exons 3 bis 7 und/oder 9 hybridisieren. Zum Aufbau und der 
Funktion eines Oligonukleotid-Mikroarrays wird beispielhaft allgemein auf die EP 0 373 203 verwiesen. Die Bestim- 
mung kann dabei mit oder ohne Amplifikation des gesuchten DNS-Abschnitts und ohne oder nach einem geeigneten Re- 
striktionsverdau des gesuchten DNS-Abschnitts erfolgen. 
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[0013] Das erfindungsgemaBe Verfahren, der erfindungsgemaBe Nukleinsaure-Chip und insbesondere das erfindungs- 
gemaBe Diagnose-Kit besitzt den groBen Vorteil, daB jeder Laborarzt und jedes medizinische Labor sowie jedes wissen- 
schaftliche Labor, das derartige Untersuchungen durchfiihren mochte, die wesentlichen bzw. samtliche aufeinander ab- 
gestimmte Substanzen gegebenenfalls in einem einzigen Diagnose-Kit zur Verfugung erhalt, so daB die aufwendigen 
bzw. jegliche Vorbereitungsarbeiten fur die Lahore entfallen und auf einfache Weise der Rhesus-Faktor eines Menschen, 5 
insbesondere eines Lotus, bestimmt werden kann. Insbesondere sind die Primer-OligonukJeotide entwickelt und bereits 
ausgetestet, so daB die Hauptarbeit bei der Entwicklung entsprechender Amplifikationsprozeduren entfallt. Denn die 
AuswaM geeigneter Oligonukleotide, die dann in der Praxis auch tatsachlich zu dem gewiinschten, sicheren Resultat fiih- 
ren, ist keineswegs trivial und fur ein medizinisches oder wissenschaftliches Labor nicht ohne weiteres durchzufuhren. 
[0014] Mit dem vorgestellten Verfahren, dem Mikroarray und Diagnose-Kit ist es insbesondere erstmals moglich, die to 
Bestimmung des Rhesus- Faktors eines Fotus aus dem Blut der Mutter nichtinvasiv in groBem MaBstab und am jeweili- 
gen Ort auf einfache und kostengiinstige Weise durchzufuhren. Denn hierzu benotigt der einzelne Laborarzt bzw. das ein- 
zelne medizinische Labor lediglich noch eine Tischzentrifuge, einen herkommlichen Thermocycler (PCR-Gerat) sowie 
gegebenenfalls ein Gerat zur Auftrennung der einzelnen DNS-Fragmente. Derartige Gerate sind jedoch in vielen medi- 
zinischen Labors bereits vorhanden. Dies kann beispielsweise eine Gelelektrophoreseeinheit oder ein Kapillarelektro- 15 
phoresegerat sein. 

[0015] Ein derartiges herkommliches Kapillarelektrophoresegerat wird beispielsweise von PE Biosystems™ unter 
dem Namen PE ABI Genetic Analyzer 310 vertrieben. Entsprechende Thermocycler fur die Amplifikation der DNS 
werden beispielsweise von der Firma PE Biosystems™ unter dem Namen Gene Amp 2400™ bzw. auch Gene Amp 
9700™ vertrieben. 20 
[0016] ErfindungsgemaB kann das Diagnose-Kit auch dahingehend weitergebildet werden, daB dem Diagnose-Kit 
nicht nur Oligonukleotide fur die Bestimmung des Rhesus-Faktors des Fotus, wie oben beschrieben, sondern auch wei- 
tere Oligonukleotidpaare fur weitere Bestimmungen beigegeben werden. Entsprechend konnen in weiteren Zellen des 
Chips entsprechende Oligonukleotide angeordnet sein, die mit DNS-Abschnitten weiterer, zu erfassender Gene hybridi- 
sieren. 25 
[0017] In diesem Falle ist es dem Anwender moglich, auf einf ache Art und Weise nicht nur eine Bestimmung des Rhe- 
susfaktors des Fotus, sondern zugleich auch weitere molekularbiologische Tests durchzufuhren. 
[0018] ErfindungsgemaB wird das Verfahren, der Mikroarray und das Diagnose-Kit zur Bestimmung des fotalen Rhe- 
sus-Faktors verwendet, indem zuerst eine maternale Blutprobe genommen wird. Diese maternale Blutprobe kann nun auf 
verschiedene Weise weiterverarbeitet werden. 30 
[0019] Zum einen werden die DNS-haltigen Bestandteile der maternalen Blutprobe anschlieBend aufkonzentriert. Dies 
erfolgt beispielsweise durch Blutsatz, gegebenenfalls unterstiitzt durch Anzentrifugation zur Beschleunigung der Sedi- 
mentation der zellularen Bestandteile. Durch diesen Schrilt konzentriert sich die Zellfraktion in einem Blutsatz, der sich 
fur die nachfolgende DNS-Isolierung eignet. 

[0020] Der Blutsatz wird aufgenommen und eine Lyse der miitterlichen Erythrozyten sowie der nukleierten fotalen 35 
Erythrozyten durchgefiihrt, wodurch die DNS aus den fotalen Erythrozyten freigesetzt wird. 

[0021] AnschlieBend erfolgt eine hochtourige Zentrifugation, beispielsweise bei 50.000 g fur 30 Minuten, die zu einer 
Pelletierung von Zellen der Mutter und des Fotus (z. B. Lymphozyten), der aus den fotalen Erythrozyten freigesetzten 
DNS des Fotus sowie zellfreier DNS vom Fotus mit Ilerkunft aus diversen Zelltypen, fiihrt. 

[0022] Daraufhin wird das Pellet aufgenommen und es erfolgt eine Lyse der Lymphozyten sowohl miitterlicher als 40 
auch fotaler Herkunft. Nach Proteinfallung werden die Proteine ab/entrifugiert. Tm Tjberstand befindet sich dann freie 
DNS der Mutter und des Fotus. Diese wird mit Isopropanol gefallt und anschlieBend abzentrifugiert. Das Pellet enthalt 
dann die DNS von Mutter und Fotus und wird anschlieBend rehydriert. 

[0023] Zum anderen kann fur die Gewinnung der nachzuweisenden DNS auch das Plasma/Serum der maternalen Blut- 
probe verwendet werden. Hierfiir wird gegebenenfalls zuerst mittels Blutsatz die Zellfraktion der Mutter und des Fotus in 45 
der Blutprobe absinken lassen oder durch anzentrifugieren abgetrennt. Der Tjberstand enthalt dann zellfreie DNS, insbe- 
sondere zellfreie fotale DNS. Diese zellfreie DNS aus dem Plasma/Serum kann nun direkt abgetrennt werden. Bei die- 
sem Verfahren wird der Anreicherungsschritt fur die Zellen aus der ersten Variante vermieden. Denn eine Anreicherung 
oder Trennung der im Plasma/Serum enthaltenen DNS von Mutter und Fotus ist nicht erforderlich, da in dem Plasma/Se- 
rum etwa 800 mal mehr fotale DNS vorhanden ist als fotale DNS aus fotalen Zellen, die im miitterlichen Blut zirkulieren. 50 
Der Anteil der fotalen DNS an der gesamten im Plasma enthaltenen DNS liegt zwischen ca. 3% und 7%. Insgesamt 
nimmt dabei die zellfreie fotale DNS im Laufe der Schwangerschaft stetig zu, im letzten Trimester der Schwangerschaft 
sogar sehr stark. 

[0024] In einem weiteren Schritt kann dann diese zellfreie fotale DNS aus dem Plasma/Serum in herkommlicher 
Weise, beispielsweise mit kommcrzicll crhaltlichcm Kit, isolicrt werden und ist damit fur die weitere Untcrsuchung, 55 
z. B. durch Auftrag auf den erfindungsgemaBen Mikroarray, zuganglich. 

[0025] Sowohl die DNS, die aus den fotalen nukleierten Zellen aus der maternalen Blutprobe als auch die DNS, die aus 
dem Serum/Plasma der maternalen Blutprobe gewonnen wurde^ wird gegebenenfalls anschlieBend weiterverarbeitet, in- 
dem eine spezifische Amplifikation der nachzuweisenden DNS-Abschnitte in der in dem Pellet enthaltenen DNS mittels 
Polymerasekettenreaktion (PGR) bzw. Multiplex-PCR durchgefiihrt wird. Hierzu werden nun das erfindungsgemaBe 60 
Diagnose-Kit bzw. die darin enthaltenen Primer- Paare verwendet. 
[0026] AnschlieBend wird die amplifizierte DNS nachgewiesen. 

[0027] Dies kann einerseits mittels des erfindungsgemaBen Mikroarrays oder durch Auftrennen iiber Gelelektropho- 
rese erfolgen. Sofern eines der Oligonukleotide aus einem Primer-Paar mit einem Fluorophor markiert ist, kann der 
Nachweis iiber die Detektion der entsprechenden Fluoreszenz, beispielsweise in der entsprechenden Zelle des Chips, er- 65 
folgen. Dies kann beispielsweise jedoch auch mittels eine Genetic Analyzers 310™ der Firma PE Biosystems™ erfol- 
gen. Beide Verfahren weisen eine sehr hohe Sensitivitat und Zuverlassigkeit auf. 

[0028] Die erhaltenen Fluoreszenzdaten werden ausgewertet und als Nachweis fur den Rhesus-Faktor des Fotus einge- 
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setzt. 

[0029] Bei dem vorliegenden Verfahren ist dabei zu beachten, daB keine Trennung der Bestandteile der maternalen 
Blutprobe beispielsweise in eine zellulare oder nichtzellulare Fraktion oder beispielsweise in eine Fraktion mit aus- 
schlieBlich maternalen bzw, ausschlieBlich fotalen Bestandteilen durchgefuhrt wird. Das Verfahren ist daher sehr einfach 
5 durchzufiihren. 

[0030] Der Fall, bei dem sowohl die Mutter als auch der Fotus Rhesus-positiv oder die Mutter als auch der Fotus Rhe- 
sus-negativ sind, weist.mediziniseh keinerlei Komplikationen auf. Dasselbe gilt fur den Fall, daB die Mutter Rhesus-po- 
sitiv ist und der Fotus Rhesusnegativ. Auch in diesem Falle treten keinerlei medizinische Komplikationen auf. 
[0031] Kritisch ist lediglich der Fall, wenn die Mutter Rhesus-negativ und der Fotus Rhesus-positiv sind. In diesem 

10 Falle ist die Gefahr gegeben, daB die Mutter gegen den Rhesus-Faktor des Fotus Antikorper bildet und beispielsweise bei 
nachfolgenden Schwangerschaften und in sehr seltenen Fallen bereits in der laufenden Schwangerschaft Immunreaktio- 
nen auftreten. Genau dieser Fall kann jedoch durch das vorliegende Verfahren einfach erfaBt werden, da ein Rhesuspo- 
sitiver Befund der wie oben aufgearbeiteten Blutprobe im Falle einer Rhesus-negativen Mutter, deren Rhesusfaktor in 
herkommlicher Weise, spatestens zu Beginn der Schwangerschaft, serologisch bestimmt wurde, eindeutig auf einen Rhe- 

15 sus-positiven Fotus schlieBen laBt. Wird in diesem Falle beispielsweise eine Fluoreszenz erfaBt, die von einem Oligonu- 
kleotid herriihrt, das zu einem Primerpaar gehort, das zur Amplifikation eines DNS-Abschnittes aus einem RhD-Gen ge- 
eignet ist, so liegt zwangslaufig bei dem Fotus ein Rhesuspositiver Befund vor, da gemaB der Annahme die miitterlichen 
Bestandteile selbst kein RhD-Gen aufweisen. In diesem Falle kann die herkommliche Prophylaxe erfolgen. Im Falle ei- 
ner Rhesus-negativen Mutter erfolgt bisher immer eine Prophylaxe, obwohl sie nur bei einem Rhesus-positiven Fotus er- 

20 forderlich ist. Wird also mit dem erfindungsgemaBen Kit ein Rhesusnegativer Fotus festgestellt, so kann nunmehr die 
bisher iibliche Prophylaxe bei der Mutter unterbleiben. 

[0032] Das erfindungsgemaBe Verfahren, das erfindungsgemaBe Diagnose-Kit und seine Verwendung sind also dafur 
geeignet, den einzig medizinisch relevanten Fall gesichert und auf einfache Weise nachzuweisen. 
[0033] Weiterhin ist es mit dem erfindungsgemaBen Verfahren und Kit moglich, Rhesus-Subtypen, die durch den Ver- 
25 lust eines oder mehrerer RhD-Exons zustande kommen (RhD/RhCE-Gen-Kon version dieser Bereiche) und sich serolo- 
gisch durch eine schwachere Immunogenitat auszeichnen, nachzuweisen. 

[0034] Im folgenden sollen einige Beispiele des erfindungsgemaBen Verfahrens unter Verwendung erfindungsgemaBer 
Kits beschrieben werden. 

[0035] Fig. 1 zeigt die MeBergebnisse einer Rhesuspositiven Kontrollprobe; 
30 [0036] Fig. 2 die Ergebnisse einer Rhesus-negativen Kontrollprobe und 
[0037] Fig. 3 die Ergebnisse eine Multiplex-PCR. 

[0038] Als Beispiel eines erfindungsgemaBen Verfahrens wurde einer Schwangeren eine frische Blutprobe entnornmen 
und in EDTA-Puffer, beispielsweise in standardisiert, kommerziell verfugbaren EDTA-Rohrchen aufgenommen. An- 
schlieBend wurden 5 bis 10 ml des miitterlichen Blutes fur 20 Minuten bei 3000 g zentrifugiert. Das Plasma wird vor- 

35 sichtig von den pelletierten Blutbestandteilen getrennt und erneut fur 20 Minuten bei 3000 g zentrifugiert. Der Uberstand 
wird anschlieBend in ein neues GefaB uberfuhrt. Die kernfreie fotale DNS verbleibt bei dieser Prozedur im Plasma. Die 
DNS wird dann durch die Standardprozeduren des QIAamp Blood Kits™ (Firma Qiagen, Hilden) isoliert und kann fur 
die Bestimmung des Rhesus- Faktors mit einem Primerpaar (Single PGR) oder mit mehreren Primerpaaren gleichzeitig 
(Rhesus-Faktor-Multiplex-PGR) im folgenden eingesetzt werden. 

40 [0039] Die Anreicherung kann in einem weiteren Beispiel auch durch eine Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation er- 
folgen. 

[0040] Dieses Verfahren nutzt die Tatsache, daB bei einer konstanten Zentrifugalkraft und Mediumviskositat die Sedi- 
mentationsrate von Partikeln proportional zur GroBe der Partikel ist. In dem vorliegenden Beispiel wurde Percoll™ als 
Zentrifugationsmedium verwendet. Es handelt sich dabei um ein Silika-Derivat, das standardmaBig zur Anreicherung 

45 bzw. Trennung von subzellulafen Partikeln verwendet wird. 

[0041] Zunachst wird ein kontinuierlicher Percoll-Gradient erzeugt, der einen Dichtebereich von 1,02-1,113 g/ml ab- 
deckt. Hierzu wurden 14 ml einer Percoll-NaGl-Losung mit einer Dichte von 1,07 g/ml bei 30 Minuten und 20.000 g 
zentrifugiert. AnschlieBend wird dieser kontinuierliche Gradient mit 10 ml mutterlichem Blut iiberschichtet und fur 5 
Minuten bei 1000 g zentrifugiert. 

50 [0042] Nach diesem Zentrifugationsschritt finden sich die miitterlichen Thrombozyten in der Serumschicht oberhalb 
des Gradienten und werden mit einer Pasteuerpipette entfernt und verworfen. In einem weiteren Zentrifugationsschritt 
bei 1000 g iiber 5 Minuten werden die verbliebenen, unterschiedlichen Blutzellentypen entsprechend ihrer jeweiligen 
Dichten aufgetrennt. Die Sedimentationsschicht mit den fotalen mononuklearen Erythrozyten findet sich als Bande bei 
einer Dichte von 1,09-1,10 g/ml und kann mil einer Pasleurpipelte entnornmen werden. Sie wird daraufhin dreimal mit 

55 Phosphat-Puffcr-Salinc (PBS, pH = 7,4) gcwaschcn und in 1 ml PBS rcsuspcndicrt. Die DNS der mononuklearen Blut- 
zellen wird dann durch die Standardprozeduren des QIAamp Blood Kits™ (Firma Qiagen, Hilden) isoliert und anschlie- 
Bend fur die nachfolgende Single-PGR oder Rhesus-Faktor-Multiplex-PGR eingesetzt. 

[0043] Als ein weiteres Beispiel fur eine Probenaufbereitung wird eine Blutprobe einer Schwangeren entnornmen und 
in EDTA-Puffer, wie vorstehend ausgefuhrt, aufgenommen. AnschlieBend wird iiber Nacht ein Blutsatz durchgefiihrt. 

60 Alternativ kann die Probe auch bei geririgen g-Werten anzentrifugiert werden. Von diesem Blutsatz werden 500 ul in 
900 ul Erythrozyten-Lysis-Puffer des Wizzard -Kits der Firma Promega™ aufgenommen. Daraufhin wurde in einer 
Sorvall -Zentrifuge (Rotor SM 24) fur 30 Minuten bei 50.000 g zentrifugiert. Hierdurch werden die vorwiegend ma- 
ternalen Lymphozyten sowie die nach der Lysis der kindlichen Erythrozyten zellfrei vorliegende DNS pelletiert. Aus 
dem Pellet wird nun mittels eines herkommlichen kommerziellen DNS-Isolierungs-Kit (z. B. Wizzard- Kitz der Firma 

65 Promega™) die DNS isoliert. Die gewonnene DNS wird in 20 ul der Dehydrierungslosung gemaB den jeweiligen DNS- 
Isolierungs-Kit aufgenommen. 

[0044] Die Isolierung fotaler kernhaltiger Erythrozyten ist weiterhin mittels FAGS-DurchfiuBcytometrie moglich. 
Hierzu erfolgt zunachst eine Anreicherung aller mononuklearer Blutzellen mittels Percoll-Dichtegradienten-Zentrifuga- 
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tion (siehe oben). Die Sedimentationsschicht mit mononuklearen Blutzellen wird dabei mit einer Pasteurpipette entnom- 
men, dreimal mit Phosphat-Puffer-Saline (PBS, pH = 7,4) gewaschea und schlieBlich in 1 ml PBS resuspendiert. 
[0045] Im AnschluB an die Dichtegradienten-Zentrifugation werden 800 ul der erhaltenen Blutzellsuspension fur 
60 min bei 4°C mit einem Phycoerythrin-konjugierten monoklonalen Antikorper gegen das GlycophorinA-Oberflachen- 
protein (BD-PharMingen) und einem Fluorescein-Isothiocyanat (T9-FTTC)-konjugierten monoklonalen Antikorper ge- 
gen den Transferrin-Rezeptor (CD36) (BD-PharMingen) inkubiert bzw. markiert. Ein dritter Fluoreszenz Kanal wird be- 
nutzt fur die negative Diskriminierung von T, B und NK Zellen. Die Endkonzentration beider Antikorper betragt jeweils 
0,2 ug pro 10 7 Zellen. Die markierten Zellen werden zweimal PBS gewaschen und im AnschluB werden 10 7 Zellen in 
1 ml PBS resuspendiert. 

[0046] Fur die Isolierung kernhaltiger Erythrozyten wird ein FACS Vantage SE-DurchfluBzytometer (Becton-Dickin- 
son) verwendet. Das System ist mit einem wassergekuhlten dual Wellenlange Argon-Laser (Emissionswellenlange 
488 nm und 365 nm-UV) und ein luftgekuhlter Helium-Neon(HeNe) Laser konfiguriert und mit fluoreszierenden Beads 
(Becton Dickinson) kalibriert. Das Cell-Quest Programm wird verwendet fur die Datenaufnahme, Instrumentkontrolle 
sowie die statistische Auswertung. Die Sortierung der Blutzellen erfolgt mit Zellraten von 20.000^25.000 Zellen pro Se- 
kunde, wobei die ZellgroBe ("forward scatter"), und die Granularitat, sowie die Oberflachenstruktur ("side scatter"), die 
Emission der griinen Fluoreszenz (Transferin-Rezeptor, T9-FTTC), die Emission der orangen Fluoreszenz (Glycopho- 
rinA, KC16-Rd) sowie die Emission der roten Fluoreszenz fiir die iibrigen Parameter, wie CD45, CD3, CD19 und 
CD16/56 (APC oder Cy5 markiert), als Selektionskriterien verwendet werden. Um eine zusatzliche Diskriminierung von 
kernhaltigen Zellen zu gewahrleisten wird der Kernfarbstoff Hoechst 33342 verwendet. Die Anregung erfolgt gleichzei- 
tig mit der UV-Linie des Enterprise Lasers. Die sortierten Zellen werden direkt in 1,5 ml ReaktionsgefaB, das mit 1 ml 
PBS gefullt ist, uberfuhrt und konnen bei -20°C gelagert werden. 

[0047] Zwar wird bei dem vorgeschlagenen Verfahren die fotale DNS nicht vollstandig von der miitterlichen DNS ge- 
trennt. Sofern jedoch die Mutter Rhesus-negati v ist, weist ein positi ver RhD-Nachweis jedoch immer auf einen Rhesus- 
positiven Fotus hin. Im AnschluB an die Isolierung der DNS wird eine Multiplex-PCR durchgefuhrt. 
[0048] Hierzu wurden die folgenden Primer verwendet, wobei jeweils ein Primer aus einem Primerpaar mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. Die entsprechenden Primer werden in der folgenden Tabelle gegeben. 



Tabclle 1 



Primername 


Sequenz 


Markie- 
rung 


GroBe 


PRHE31F (Exon3) 


5 1 -TCGGTGCTGATCTCAGTGGA-3 ' 


5 1 -NED 


108 bp 


PRHE31R (Exon3) 


5 1 -ACTGATGACCATCCTCATGT-3 ' 




PRHE41F (Exon4) 


5 ' -C AC AT G AAC AT GATGC ACA- 3 ' 


5 1 -HEX 


12 0 bp 


PRHE41R (Exon4) 


5 ' -CAAACTGGGTATCGTTGCTG-3 ' 




PRHE51F (Exon5) 


5 ' -GTGGATGTTCTGGCCAAGTT-3 ' 


5'-6-FAM 


153 bp 


PRHE51R (Exon5) 


5 r -CACCTTGCTGATCTTACC-3 ' 




PRHE61F (Exon6) 


5 ' -GTGGCTGGGCTGATCTACG-3 ' 


5 ' -NED 


52 bp 


PRHE61R (Exon6) 


5 ' -TGTCTAGTTTCTT ACCGGC AAGT - 3 ' 




PRHE71F (Exon7) 


5 ' -AGCTCCATCATGGGCTACAA- 3 ' 


5'-6-FAM 


91 bp 


PRHE71R (Exon7) 


5 ' -ATTGCCGGCTCCGACGGTATC-3 ' 




PRHE91F (Exon9) 


5 ' -AACAGGTTTGCTCCTAAATATT-3 ' 


5 ' -HEX 


72 bp 


PRHE91R (Exon9) 


5 * -AAACTTGGTCATCAAAATATTTAACCT-3 ' 





[0049] In der crstcn Spaltc der Tabclle ist dabci der Name des Primers angegeben. Wcitcrhin ist dort die Lokalisicrung 
des zu amplifizierenden DNS-Abschnittes angegeben (Exon 3 bis 7, 9). In der zweiten Spalte der Tabelle ist die entspre- 
chende Primersequenz angegeben, in der dritten Spalte der Fluoreszenzfarbstoff, mit dem der jeweilige Primer markiert 
ist. Dabei steht die Bezeichnung 5-NED fur das Fluorophor NED™ der Firma PE Biosystems, die Bezeichnung 5'- HEX 
fiir den Farbstoff 4,7,2' ,4',5',7'-Hexachloro-6-Carboxyfluorescein und die Bezeichnung 5-6-FAM fur den Farbstoff Car- 
boxyfluorescein. 

[0050] In der letzten Spalte ist die GroBe des Amplifikationsproduktes angegeben, das bei einer PGR mit dem jeweili- 
gen Primerpaar entsteht. Wie zu erkennen ist, ergeben sich zwei verschiedene Gruppen von Amplifikationsprodukten mit 
Langen zwischen 52 und 91 Basenpaaren bzw. Langen zwischen 108 und 153 Basenpaaren. Da diese ausreichend weit 
voneinander entfernt liegen, kann in jeder der Gruppe einer der Farbstoffe wiederverwendet werden und dennoch eine 
zuverlassige Unterscheidung der einzelnen Amphfikationsprodukte erzielt werden. 

[0051] Die PCR-Reaktionen wurden im vorliegenden Beispiel mit einem PCR-Blockcycler PE 9700 der Firma Ap- 
plied Biosystems durchgefuhrt. 

[0052] Als Reaktionsansatz wurde dabei die folgende Mischung verwendet, wobei als Reaktionsvolumen jeweils 
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100 pi eingesetzt wurden: 





Vdlumen 


Endkonz . 


gDNS- Tempi ate 


10 ]il 


100 ng 


Taq-Puf f er 


10 ill 


lx 


MgCl 2 


6 pi 


1,5 rriM 


Nukleotide 


2 pi 


200 pM 


Primer a 


1 Hi 


0, 12pM 


Primer b 


1 m 


0, 12 pM 


H 2 0 


69,5 pi 




Taq-Polymerase 


0, 5 pi 


2 U 



20 [0053] Die PGR wurde dabc .ait dem folgenden Thennozyklus durchgefiihrt: 



94 °C 


5 min 


94 °C 


1 min 


55 °C 


1 min (35 Zyklen) 


72 °C 


45 sec 


72 °C 


5 min 



[0054] Zur Auswertung der PCR-Ergebnisse mittels ABI-Fragmentanalyse wurden die einzelnen PCR-Ansatze zu- 
nachst unverdiinnt eingesetzt, wobei fiir die einzelne Analyse jeweils 1 ul verwendet wurde. 

[0055] Die jeweiligen Ergebnisse sind in den Fig. 1 und 2 dargestellt. Fig. 1 zeigt die Ergebnisse der PCR an einer se- 
35 rologisch fiir Rhesus-positiv bestimmten Blutprobe mit jeweils verschiedenen Primerpaaren gemaB Tabelle 1. Es ist zu 
erkennen, daB in den Fig. 1 A bis IF jeweils eine starke Fluoreszenz von Amplifikationsgsprodukten mit 108 Basenpaa- 
ren, 120 Basenpaaren, 153 Basenpaaren, 52 Basenpaaren, 91 Basenpaaren bzw. 72 Basenpaaren Lange beobachtet wur- 
den. 

[0056] Die Signale im Bereich unterhalb von 4i) Basenpaaren (s. insbesondere Fig. 1Q stammen vermutlich von un- 
40 spezifischen Amplifikaten und beeintrachtigen das erfindungsgemaBe Verfahren nicht. 

[0057] Fig. 2 zeigt die Ergebnisse einer PCR mit einer seroiogisch als Rhesus-negativ bestimmten Blutprobe mit je- 
weils verschiedenen Primerpaaren gemaB Tabelle 1. 

[0058] Es ist unmittelbar aus den Fig. 1A bis IF zu erkennen, daB in dieser Blutprobe keine nennenswerten Mengen 
von Amplifikationsprodukten mit den zu erwartenden Langen erfaBt werden konnten. Der serologische Befund wird 
45 folglich durch das erfindungsgemaBe Verfahren vollstandig bestatigt. 

[0059] Fig. 3 zeigt die Ergebnisse einer Multiplex-PCR, bei der samtliche Primerpaare gemaB Tabelle 1 gleichzeitig 
eingesetzt wurden. Samtliche PCR-Reaktionen wurden auf einem PCR-Blockcycler PE 9700 der Firma Applied Biosy- 
stems durchgefuhrt. 

[0060] Fur die PC'R wurde folgender Reaktionsansatz bei einem Reaktionsvolumen von 50 ul verwendet: 





Vo lumen 


Endkonz . 


gDNS-Template 


2 pi 


100 ng 


Taq-Puf fer 


5 pi 


lx 


MgCl 2 


3 pi 


1,5 mM 


Nukleotide 


1 Hi 


200 pM 


Primer 31F 


0,25 pi 


0,05 pM 


Primer 31R 


0,25 pi 


0, 05 pM 


Primer 41F 


0,5 pi 


0,1 pM 


Primer 41R 


0,5 pi 


0,1 pM 
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rrxmer oit 


If 5 ]Xl 


0,3 pM 


rrxmer oik 


1,5 ill 


0, 3 ]xM 


iri-Liuer oir 


0,25 til 


0, 05 yM 


ri -Lille I. DIK 


A O C -.,1 


0, 05 yM 


rrimer /it 


Of b ]il 


0,1 pM 


rrxmer / IK 


A C 1 

0/ o pi 


0,1 pM 


riiiuex Sir 


1,5 ill 


0,3 pM 


Primer 91R 


1,5 pi 


0,3 ]M 


H 2 0 


38,5 ill 




Taq-Polymerase 


0,5 ill 


2,5 U 


[0061] Die PCR-Zyklen wurden mit folgenden Parametern durchgefiihrt. 



95 



94 



55 



72 



72 



1 5 rain 



1 rain 



1 rain (35 Zyklen) 



45 sec 



10 min 



10 



15 



20 



25 



30 



[0062] Die einzelnen PCR-Ansatze wurden zunachst unverdiinnt eingesetzt, wobei fur die Fragment-Analyse jeweils 
1 ul verwendet wurde. 

[0063] Fig. 3 zeigt die Ergebnisse zweier Messungen, wobei in Fig. 3A als PCR-Template zunachst Rhesus-positives 
Kontrollblut, wie es durch serologische Standard verfahren typisiert wurde, eingesetzi wurde. In Fig. 3B sind die Ergeb- 
nisse einer PCR mit einem PCR-Template aus Rhesus-negativem Kontrollblut zu sehen. Abweichend von den vorigen 
Messungen wurde in beiden Fallen das Albumin-Gen als Standard hinzugefiigt sowie die rolgenden Primer: 
Albumin fw: GCC CTC TGC TAA CAA GTC CTA C 
sowie 

Albumin rv: GCC CTA AIAA AGA AAA TCG CCA ATC 

[0064] Der Vorwartsprimer ("Albumin fw") ist dabei mit dem FluoreszenzfarbstofF 5'-Ned™ markiert. 
[0065] Hierdurch ergab sich eine Bande bei 350 Basenpaaren fur die Amplifikationsprodukte des Albumin-Gens. 
[0066] In Fig. 3A sind weiterhin die jeweiligen Signale fur die Amplifikationsprodukte samtlicher 6 Primerpaare aus 
Tabelle 1 zu erkennen. Offensichtlich handelte es sich also um ein Rhesus-positives Blut, das hier untersucht wurde. 
[0067] In Fig. 3B ist zu erkennen, daB in einer entsprechenden Rhesus-negativen Kontrollprobe kemerlei Fluoreszenz- 
banden mit Ausnahme der Albuminbande bei 350 Basenpaaren beobachtet wurde. Das erfindungsgemaBe Kit, der erfin- 
dungsgemaBe Mikroarray und das erfindungsgemaBe Verfahren eignen sich also auch mit Multiplex-PCR zur Unter- 
scheidung zwischen Rhesus-negativem und Rhesus-positivem Blut sowie zur Bestimmung einzelner Subtypen. 



!5 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Adnagen GmbH 

5 <120> Verfahren, Diagnose-Kit und Mikroarray zur Bestimmung 
des Rhesus faktors 

1Q <130> DE 10049363.7-41 

<140> DE 10049363.7-41 
<141> 2000-10-05 

15 

<150> DE 10019553.9-41 
<151> 2000-04-20 

20 

<160> 14 

<170> Patentln Ver. 2.1 

25 

<210> 1 
<211> 20 
<212> DNA 
30 <213> KUnstliche Sequenz 

<220> 

3S <223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 
<400> 1 

tcggtgctga tctcagtgga 20 

40 

<210> 2 
<211> 20 

45 

<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

50 <220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 
<400> 2 

55 actgatgacc atcctcatgt 20 



60 <210> 3 

<211> 19 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

65 
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<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 
<400> 3 

cacatgaaca tgatgcaca 

<210> 4 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 

<400> 4 

caaactgggt atcgttgctg 

<210> 5 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> KUnstliche sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 
<40O> 5 

gtggatgttc tggccaagtt 

<210> 6 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 
<400> 6 

caccttgctg atcttacc 

<210> 7 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
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5 



10 



15 



20 



25 



30 



<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 
<400> 7 

gtggctgggc tgatctacg 19 



<210> 8 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 
<400> 6 

tgtctagttt cttaccggca agt 23 



<210> 9 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

35 <220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 

<400> 9 

40 

agctccatca tgggctacaa 20 



<210> 10 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 
<400> 10 

attgccggct ccgacggtat c 21 

<210> 11 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 

<400> 11 

aacaggtttg ctcctaaata tt 

<210> 12 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 
<400> 12 

aaacttggtc atcaaaatat ttaacct 

<210> 13 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 
<400> 13 

gccctctgct aacaagtcct ac 



<210> 14 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : PCR-Primer 
<400> 14 

gccctaaaaa gaaaatcgcc aatc 24 

Patentanspruche 

1 . Diagnose- Kit fur die Bestimmung des Rhesus-Faktors ink 
mindestens einem Paar Oligonukleotide (Reverseprimer, Forwardprimer), 

wobei die beiden Oligonukleotide des Paares als Primer zur Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion jeweils 
eines der beiden komplementaren Strange eines gesuchten DNS-Abschnittes geeignet sind, und 
wobei der gesuchte DNS-Abschnitt Teil der DNS des menschlichen RhD-Gens ist. 

2. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB es sechs Paare Oligonukleo- 
tide (Reverseprimer, Forwardprimer) enthalt, 
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wobei die beiden Oligonukleotide derjeweiligen Paare als Primer zur Amplifikation mittels Polymerasekettenreak- 
tion jeweils eines der beiden komplementaren Strange verschiedener gesuchter DNS-Abschnitte geeignet sind, und 
wobei die gesuchten DNS-Abschnitt Teil der DNS des menschlichen RM)-Gens sind. 

3. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die gesuchten DNS-Ab- 
5 schnitte Teil von Kodierteilbereichen des RhD-Gens sind. 

4. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB je einer der gesuchten 
DNS-Abschnitte Teil der Kodierteilbereiche 3, 4, 5, 6, 7 oder 9 sind. 

5. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es die zur Durchfuhrung 
einer Polymerasekettenreaktion erforderlichen Substanzen enthalt. 

to 6. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es als zur Durchfuhrung 

einer Polymerasekettenreaktion erforderliche Substanzen eine Pufferlosung, Magnesiumchlorid, Desoxynukleotid- 
Triphosphate, sowie eine hitzestabile Polymerase enthalt. 

7. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB es als hitzestabile Polymerase 
eine Polymerase aus Thennus aquaticus (Taq-Polymerase) enthalt. 
15 8. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es als Positivkontrolle 

eine DNS-Probe mit dem jeweils gesuchten DNS-Abschnitt enthalt. 

9. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es weiterhin fur eine 
Kontrollbestimmung einen Abschnitt einer fur ein Albumin kodierenden DNS sowie zwei Oligonukleotide, die je- 
weils als Primer zur Amplifikation zumindest eines Abschnitts jeweils eines der beiden komplementaren Strange 

20 der fur das Albumin kodierenden DNS geeignet sind, enthalt. 

10. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB zumindest jeweils ei- 
nes der beiden Oligonukleotide eines Paares von Oligonukleotiden mit Fluorophoren markiert ist. 

1 1 . Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB die Oligonukleotide verschie- 
dener Paare mit verschiedenen Fluorophoren markiert sind. 

25 12. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die beiden Oligonu- 

kleotide eines Paares paarweise die folgenden Sequenzen aufweisen: 
TCGGTGCTGATCTCAGTGGA und ACTGATGAGCATCCTCATGT 
bzw. 

CACATGAACATGATGGAGA und GAAACTGGGTATCGTTGCTG 
30 bzw. 

GTGGATGTTCTGGCCAAGTT und CACCTTGCTGATCTTACC 
bzw. 

GTGGCTGGGCTGATCTACG und TGTCTAGTTTCTTACCGGCAAGT 
bzw. 

35 AGCTCCATGATGGGGTACAA und ATTGCCGGCTCCGACGGTATC 

bzw. 

AACAGGTITGCTCC'IAAATAIT und AAAC'iTGG'I'CATCAAAATA'nTAACCT 

13. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB die Oligonukleotide mit fol- 
gender Sequenz 

40 GTGGATGTTCTGGCCAAGTT bzw. AGCTCCATCATGGGCTACAA 

mit dem Fluorophor Carboxyfluorescein markiert sind. 

14. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB die Oligonukleotide mit der 
Sequenz 

CACATGAACATGATGCACA bzw. AACAGGTTTGCTCCTAAATATT 
45 mit dem Fluorophor 4,7,2',4 ,5',7'-Hexachloro-6-Carboxyfluorescein markiert sind. 

15. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB die Oligonukleotide mit der 
Sequenz 

TCGGTGCTGATCTCAGTGGA bzw. GTGGCTGGGCTGATCTACG 
mit dem Fluorophor NED™ der Fa. PE Biosystems markiert sind. 
50 16. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Anleitung zur 

Durchfuhrung der Polymerasekettenreaktion und/oder eine Anleitung zur Durchfuhrung einer Fragmentanalyse 
enthalt. 

17. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Schema zur 
Auswertung der erhaltenen Mefiergebnisse enthalt. 
55 18. Diagnosc-Kit nach cincm der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB cs cincn Mikroarray 

(DNS-Chip) enthalt, wobei der Array eine Anzahl voneinander getrennter Zellen (Felder) aufweist und in minde- 
stens einer Zelle des Mikroarrays ein Oligonukleotid angeordnet ist, das mit dem gesuchten DNS-Abschnitt hybri- 
disiert. 

19. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB in mindestens einer weiteren 
60 Zelle des Mikroarrays ein weiteres Oligonukleotid angeordnet ist und die Sequenz des Oligonukleotids, das in der 

mindestens einen Zelle angeordnet ist, sich von der Sequenz des weiteren Oligonukleotides unterscheidet. 

20. Diagnose-Kit nach einem der beiden vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB in mindestens 
zwei Zellen jeweils ein Oligonukleotid angeordnet ist, wobei die in verschiedenen Zellen angeordneten Oligonu- 
kleotide jeweils mit verschiedenen gesuchten DNS-Abschnitten hybridisieren. 

65 21. Mikroarray, beispielsweise DNS-Chip, mit einer Anordnung von mehreren, voneinander getrennten Zellen 

(Feldern), dadurch gekennzeichnet, daB in mindestens einer Zelle des Mikroarrays ein Oligonukleotid angeordnet 
ist, das mil einem DNS-Abschnitt hybridisiert, der Teil des menschlichen RhD-Gens ist. 

22. Mikroarray nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB in mindestens sechs Zellen jeweils verschiedene 
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Oligonukleotide angeordnet sind, die mit jeweils sechs verschiedenen DNS-Abschnitten des menschlichen RhD- 
Gens hybridisieren. 

23. Mikroarray nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, da6 die DNS-Abschnitte Abschnitte der Ko- 
dierteilbereiche (Exons) 3, 4, 5, 6, 7 und/oder 9 sind. 

24. Verfahren zur Bestimmung des Rhesusfaktors eines Menschen, dadurch gekennzeichnet, daB die allelische Va- 
riability und/oder das Vorhandensein des RhD-Gen in einer Blutprobe erfaBt und daraus der Rhesus-Typ und/oder 
der Rhesus-Subtyp des Menschen bestimmt wird. 

25. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB das Vorhandensein eines oder 
mehrerer der Exons 4 bis 7 und/oder 9 des RhD-Gens erfaBt wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, daB die Erfassung der allelischen Variabilitat 
und/oder des Vorhandenseins des RhD-Gens mittels eines Mikroarrays nach einem der Anspriiche 18 bis 23 erfolgt. 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB die Bestimmung an einer Blut- 
probe der Person selbst erfolgt. 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB der Rhesusfaktor eines Fotus 
bestimmt wird, indem eine maternale Blutprobe untersucht wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB aus der maternalen Blutprobe eine Fraktion abge- 
trennt wird, die im wesentlichen fdtale, kernhaltige Erythrozyten enthalt und der Rhesus-Faktor an dieser Fraktion 
bestimmt wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 28 oder 29, dadurch gekennzeichnet, daB die DNS-haltigen Bestandteile der mater- 
nalen Blutprobe zuerst aufkonzentriert werden und anschlieBend diese Fraktion untersucht wird. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB zur Aufkonzentration der DNS-haltigen Bestand- 
teile ein Blutsatz durchgefiihrt wird. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 oder 3 1 . dadurch gekennzeichnet, daB zur Aufkonzentration der DNS-haltigen Be- 
standteile eine Lyse darin enthaltener nukleierter foetaler Erythrozyten durchgefuhrt und anschlieBend die zellfrei 
vorliegende DNS abzentrifugiert und fiir die weitere Diagnose gewonnen wird. 

33. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daJ3 zur Bestimmung des Rhesus-Faktors des Fotus die 
zellfreie fotale DNS im Blutplasma der maternalen Blutprobe untersucht wird. 

34. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 33, dadurch gekennzeichnet, daB aus der Blutprobe oder der Frak- 
tion die DNS isoliert und zumindest teilweise vervielfaltigt wird und anschlieBend die allelische Variabilitat bzw. 
das Vorhandensein oder Fehlens des RhD-Gens bestimmt wird. 

35. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB die DNS durch Polymerase-Ket- 
tenreaktion (PCR) vervielfaltigt wird. 

36. Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die vervielfaltigte 
DNS durch geeignete Restriktionsenzyme verdaut und anhand der erzeugten DNS-Bruchstucke die allelische Va- 
riabilitat bzw. das Vorhandensein und/oder Fehler des RhD-Gens bestimmt wird. 

37. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 36, dadurch gekennzeichnet, daB zur Vervielfaltigung der DNS ei- 
nes oder mehrere Oligonukleotid-Paare verwendet werden, die die folgenden Sequenzen aufweisen- 
TCGGTGCTGATCTCAGTGGA und ACTGATGACCATCCTCATGT 

bzw. 

CACATGAACATGATGCACA und CAAACTGGGTATGGTTGCTG 
bzw. 

GTGGATGTTCTGGCCAAGTT und CACCTTGCTGATCTTACC 
bzw. 

GTGGCTGGGCTGATCTACG und TGTCTAGTTTCTTACGGGCAAGT 
bzw. 

AGCTCCATCATGGGCTACAA und ATTGCCGGGTGCGACGGTATC 
bzw. 

AAGAGGTTTGCTCCTAAATATT und AAACTTGGTCATCAAAATATTTAACCT 

38. Verfahren nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, daB die Oligonukleotide mit der Sequenz 
GTGGATGTTCTGGCCAAGTT bzw. AGCTCCATCATGGGCTACAA 

mit dem Fluorophor Carboxyfluorescein markiert sind. 

39. Verfahren nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, daB die Oligonukleotide mit der Sequenz 
CACATGAACATGATGCACA bzw. AACAGGTTTGCTCCTAAATATT 

mit dem Fluorophor 4,7,2',4',5'7'-Hexachloro-6-Carboxyfluorescein markiert sind. 

40. Verfahren nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, daB die Oligonukleotide mit der Sequenz 
TCGGTGCTGATCTCAGTGGA bzw. GTGGCTGGGCTGATCTACG 

mit dem Fluorophor NED™ der Fa. PE Biosystems markiert sind. 

41. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 bis 40, dadurch gekennzeichnet, daB zum Nachweis der amplifrzierten 
DNS die von der amplifizierten DNS abgegebenen Fluoreszenzstrahlung erfaBt wird. 

42. Verwendung eines Verfahrens und/oder eines Diagnose-Kits nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur 
pranatalen Bestimmung des Rhesus-Faktors eines menschlichen Fotuses. 
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